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1 緒論 
上皮細胞では細胞間の強固な接着が見られシート状に並んでいるのに対し、 
間葉系細胞では細胞同士の接着が弱く部分的であり、個々の細胞は運動性が高
いという特徴を呈する。上皮間葉転換 ( Epithelial-mesenchymal transition : EMT ) 
は、元々上皮系であった細胞が、間葉系の特徴を獲得するプロセスのことで、 E-
cadherin を始めとする上皮マーカーの減少、fibronectin や vimentin 等の間葉マー
カーの上昇、細胞の伸長による紡錘状の形態への変化、運動性と浸潤性の上昇に
よって特徴づけられる 1。EMT は細胞の胚発生や組織の分化で重要な役割を担
うと共に癌の進行と転移・浸潤を促進することが知られている 2-4。また、近年、
EMT により幹細胞性や薬剤耐性を獲得することが報告されていることから、が
んの悪性度の上昇に密接に関与していると認識されている 5, 6。 
さまざまな増殖因子、サイトカインを含めたがん周囲微小環境が EMT に関わ
っており、それらは協調的または段階的に働く 7, 8。 
トランスフォーミング増殖因子 β (Transforming growth factor β: TGF-β)6 は最
も強力な EMT 誘導因子であり、がん間質に含まれる線維芽細胞や免疫細胞に加
え, がん細胞そのものからも分泌される 9, 10。TGF-β は TGFβ I 型受容体である
ALK5、 TGF-β II 型受容体と結合してリン酸基を Smad2/3 に移行させることに
より, シグナルを活性化する。活性化した Smad2/3 は Smad4 を伴って核移行し, 
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様々な EMT 促進遺伝子のプロモーターを活性化し発現を増強する 11-13。 
Vasohibin-2 (VASH2) は, 血管内皮細胞が産生する血管新生抑制因子
Vasohibin-1 (VASH1) と約 53%の相同性を有したホモログであり、VASH1 と拮
抗的に血管新生を促進する分子量約 40 kDa のタンパク質である 14, 15。VASH1、
VASH2 のいずれも所属する研究室で単離・同定された因子である。VASH1、
VASH2 は Small vasohibin binding protein（SVBP）と結合することで安定化する
ことに加え、細胞外に分泌される 16。Vasohibin の血管新生への作用メカニズム
として、VASH1 は血管内皮細胞で高発現し、オートクラインに血管新生を阻害
する一方で、VASH2 はがん細胞で高発現し、パラクラインに血管内皮細胞に作
用し、血管新生を促進することがわかっている 14, 17。近年、分子系統的解析よ
り、海綿動物など血管を持たない下等な生物から Vasohibin は単一の祖先遺伝
子として存在しているが, 進化の過程で血管を持つ脊椎動物から VASH1, 
VASH2 に別れたことが明らかとなった。すなわち、Vasohibin は、もともと血
管とは関係のない分子として下等生物で機能しているが、脊椎動物から血管系
にも使われるようになった分子であり、進化上は VASH2 の方が Vasohibin 祖先
遺伝子により近いことが判明している。 
VASH2 は卵巣がんを含めさまざまながん種で高発現し、腫瘍血管新生を介し
て腫瘍の発育を促進すると考えられている 15, 18。最近, VASH2 が EMT を介し肝
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がんの悪性化を促進するという報告が為された 19。しかし、EMT における
VASH2 の生理学的役割はわかっていない。そこで本研究では、VASH2 の EMT
に対する作用を、EMT の代表的な促進因子である TGF-β のシグナルとの関連
性から検証・評価を行うこととした。 
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2 研究方法 
  
(i) 細胞培養 
 漿液性卵巣癌細胞株である DISS、SKOV3 と DISS shVASH2 クローン化細胞株
20は 10%ウシ血清(FCS, Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA)、ペニシリン/ストレプ
トマイシン溶液 (Wako, Saitama, Japan) を含む Dulbecco's Modified Eagle's 
Medium(DMEM) (Wako) にて培養・継代した。実験を行う際には、細胞播種後に
0.5% FCS DMEM に交換し、TGF-β1 を終濃度 10 ng/mL, また SB431542 を終濃度
5 μM になるよう加え、サンプル回収に供した。 
 
（ⅱ）細胞蛍光免疫染色 
DISS mock 細胞と shVASH2 細胞、または DISS si-control 細胞 si-VASH2 細胞は
12 well プレートに 12×104 cells 播種し、10％FCS 含有 DMEM 中で 37℃ 
で一晩インキュベートした。次に低血清培地(0.5%FBS 含有 DMEM)に交換し、4
時間プレインキュベート後、10 ng/mL の TGF-β1 で刺激し 72 時間インキュベー
トした。細胞は氷冷したアセトン/メタノール混合液（１:１）で 30 秒間固定し、
１%BSA 含有 PBS で 30 分間ブロッキングした。その後、一次抗体 anti-E-cadherin 
(1:200)、anti-SM22α (1:1000) をブロッキング液でうすめ、一晩 4℃でインキュベ
ートした。次の日、細胞は二次抗体 anti-mouse IgG (H+L) Alexa Fluor 488-conjugated 
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(A-11001, Life Technologies) (1:500)、  anti-Rabbit IgG (H+L) Alexa Fluor 594-
conjugated (A-21207, Life Technologies) (1:500)で一時間、室温、遮光でインキュベ
ートした。PBS で洗浄後、ProLong® Diamond with DAPI (Life Technologies)を用い
て封入した。撮影はオールインワン共焦点顕微鏡 FLUOVIEW FV10i (Olympus, 
Tokyo)で行った。 
 
(ⅲ) ウエスタンブロッティング 
細胞ディッシュに PhosSTOP phosphatase inhibitor cocktail (Roche, Basel, 
Switzerland) , 0.1% SDSを含んだRIPAバッファー(Nacalai, Kyoto, Japan)を添加し、
スクレーパーで回収した。Sonicator で超音波破砕を行った後、14500 rpm, 
4℃で 5 分間遠心し、上清を回収した。回収した上清は DC プロテインアッセイ
キット (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)で定量した。残りの上清は
4×Laemmli sample buffer を用いて 95℃, 10 分間 SDS 化し、SDS-PAGE に供した。 
泳動後、polyvinylidene fluoride membranes (Biorad Laboratories)に転写し、5% Skim 
milk 含有 TBS-T を用いて 30 分間ブロッキングを行った後に、一次抗体反応を
4℃、一晩行った。使用した抗体を以下に示す。 
E-Cadherin (1:1000) (3195, Cell Signaling, Danvers, MA, USA), vimentin (1:1000) 
(5741, Cell Signaling), fibronectin (1:1000) (610077, BD Biosciences, Franklin Lakes, 
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NJ, USA), ALK5 (1:500) (sc-398, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA), 
Smad2/3 (1:1000) (3102, Cell Signaling), phosphorylated Smad2 (1:1000)  
(Ser465/467; 3108, Cell Signaling), Smad3 (1:1000) (9513, Cell Signaling), 
phosphorylated Smad3 (1:1000) (Ser423/425; 9513, Cell Signaling), β-actin (1:20000) 
(A5441, Sigma-Aldrich), α-tubulin (1:1000) (CBL270, Merck Millipore, Darmstadt, 
Germany) , HA-tag (1:1000) (M132-3, Medical & Biological Laboratories Co. Ltd, 
Nagoya, Japan)   
翌日、二次抗体として抗ウサギ HRP 抗体(A0545, Sigma-Aldrich )または抗マウス
HRP 抗体(A0168, Sigma-Aldrich )または抗ラット HRP 抗体(A5795, Sigma-Aldrich)
を希釈倍率 1:5000 で室温、1 時間インキュベートした。TBS-T で洗浄後、
Immobilon Western Chemiluminescent HRP substrate (Merck Millipore) をメンブレ
ンにかけて、 LAS-4000 (Fuji Photo Film, Tokyo, Japan)で化学発光を検出、撮影し
た。 
(ⅳ) siRNA トランスフェクション 
トランスフェクション前日にプレートに細胞を播種し、HumanVASH2 Small 
interfering RNA (Stealth siRNA) (sense, CACUCUGAAUGAAGUGGGCUAUCAA, 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) と negative control siRNA (Stealth 
siRNA, Thermo Fisher Scientific)をそれぞれ終濃度 10 μM または 20 μM になるよ
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う調整し、Lipofectamine RNAi Max を用いてトランスフェクションし、ウエス
タンブロット、RT-PCR、細胞蛍光免疫染色に供した。 
 
(ⅴ) 定量リアルタイム PCR (qRT-PCR) 
細胞からの RNA 抽出は RNeasy mini kit (QIAGEN, Tokyo, Japan) を用いてプロト
コルに従い全 RNA を抽出した。cDNA の合成は、ReverTra Ace (TOYOBO, Tokyo, 
Japan)を用いた。PCR は CFX-96 CFX-96 Real-Time system, C1000 Thermal Cycler; 
(Bio-Rad)にて、SYBR Premix Ex Taq (TaKaRa Bio, Shiga, Japan)を用いて行った。
発現量の補正には、β-actin を利用した。プライマー配列は、table に示す。  
 
(ⅵ)アデノウイルス感染 
ALK5 のレスキュー実験には、hemagglutinin (HA)タグを付加した恒常活性型
human ALK5 (AdALK5-TD)をコードしたアデノウイルスベクターを使用した。
DISS mock 細胞と shVASH2 細胞は 35 mm dish に 2×105 cells 播き、10％ FBS 含
有 DMEM 中で培養した。翌日、培地は 2％ FCS 含有 DMEM に交換し AdLacZ
または AdALK5-TD を 100 MOI で感染させた。細胞はさらに 48 時間培養した後
に回収し、定量 RT-PCR とウエスタンブロットに供した。 
(ⅶ) ルシフェラーゼアッセイ 
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TGF-β シグナル応答性の配列の下流にホタルルシフェラーゼ配列が挿入された
ベクター(CAGA9-Luc)と、ウミシイタケルシフェラーゼをコードしたベクター
(qRL-TK)は理化学研究所 微量シグナル制御技術開発特別ユニットから提供さ
れたものを使用した。DISS または SKOV3 細胞に(CAGA)9-Luc と補正用の pRL-
TK ベクターを Fugene HD (Promega Corporation, Madison, WI, USA)を用いてトラ
ンスフェクションした。その後、細胞は 10 ng/mL の TGF-β で刺激し、24 時間後
Promega Corporation の Dual luciferase assay system のプロトコルに従いアッセイ
を行った。(CAGA)9-Luc の活性の値は、ウミシイタケルシフェラーゼ活性の値で
補正した。 
 
(ⅷ) 細胞遊走アッセイと細胞浸潤アッセイ 
細胞遊走能の計測には  24-well Transwell with an 8.0-µm Pore Polycarbonate 
Membrane Insert (Corning, NY, USA)を用いた。細胞は 0.5%  FBS 含有 DMEM で
16 時間培養した後に 5 ng/mL の TGF-β1 で刺激した。24 時間後、 細胞をトリプ
シン処理し 1×104 個をインサートに入れた。同時に、lower chamber に 1% FBS
含有 DMEM を加えた。 6 時間後、インサートのフィルターを移動した細胞をメ
タノールで固定し、DAPI 染色した後に、蛍光顕微鏡 (BZ-9000, Keyence, Osaka, 
Japan)で顕鏡して撮影を行い、細胞の計数を行った。細胞の浸潤能は 24-well 
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Matrigel invasion chamber (Corning)を用いて計測した。0.5%FBS 含有 DMEM で 16
時間培養した後に、5ng/mL の TGF-β1 で刺激し、48 時間後、細胞をトリプシン
処理して 1×104 個をインサートに入れた。同時に lower chamber には 10%FBS 含
有 DMEM を加えた。24 時間 invasion chamber を静置し、浸潤してフィルターを
通り抜けた細胞を上記と同様に固定・染色し、細胞の計数を行った。 
 
(ⅸ) 統計解析 
 データは平均値±標準偏差で示した。2 群間の統計学的有意差と P 値は 
student’s  t-test を使用して算出し、P 値が 0.05 未満であることを統計学的に有
意であると定義した。 
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3  研究結果 
3-1  TGF-βシグナル関連因子の発現について 
  
研究対象として、ヒト漿液性卵巣癌細胞株である DISS、SKOV3 を用いた。ま
ず、DISS において、当研究室であらかじめ作製された恒常的に VASH2 shRNA
ベクターが発現する細胞株 (DISS shVASH2) とコントロールベクター発現細胞
株 (DISS mock) をプレートに播種し、回収後、定量 RT-PCR を行い、TGF-β I 型
受容体である ALK5 と、TGFβRII の発現量の比較を行った。その結果、shVASH2
細胞株では mock 細胞と比較し、ALK5 の mRNA 量が有意に減少していること
がわかった (p < 0.05)。しかし、TGFβRII の発現量の減少は変化していなかった。
同時に、タンパク質を回収し、ウエスタンブロットによる ALK5 タンパク質の
定量を行った結果、mRNA の結果で見られた通り、shVASH2 細胞株では ALK5
の量が低下していた(Figure 1a)。 
一過性の VASH2 発現抑制でも同様の結果が得られるかを確かめるため、
VASH2 の siRNA を用いたノックダウン実験を行った。DISS と SKOV3 を 10%  
FCS 含有 DMEM 培地で 24 時間培養した後に、VASH2 siRNA またはネガティブ
コントロール siRNA を終濃度 20 nM になるよう導入し、細胞を回収して定量 RT-
PCR、ウエスタンブロットによる定量を行った。その結果、DISS, SKOV3 の両方
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の細胞株において、siRNA による VASH2 のノックダウンは ALK5 の mRNA を
有意に減少させ (p < 0.05)、さらにタンパク質レベルでの発現量を低下させるこ
とがわかった (Figure1b, c )。 
 
3-2 VASH2のノックダウンが TGF-βシグナルの活性に与える影響 
 
VASH2 のノックダウンにより ALK5 の発現が低下していたことから、VASH2
のノックダウンは、TGFβ-Smad シグナルを抑制することが示唆された。そこで、 
Smad2/3 のリン酸化について検討を行うため、DISS mock 細胞、shVASH2 細胞に
TGF-β 刺激を行って Fig.2a に示した時間毎にタンパク質を回収し、リン酸化
Smad2 (Ser465/467), リン酸化 Smad3 (Ser423/425) 抗体を用いたウエスタンブロ
ットによってリン酸化の継時的変化を検討した。その結果、TGF-β1 誘導によっ
て mock 細胞では強くリン酸化が誘導されていたのに対し、shVASH2 細胞では
Smad2/3 のリン酸化が減弱しており、とくに Smad3 でリン酸化抑制が顕著であ
った (Figure 2a)。そこで、Smad2/3 の転写活性について検討するため、Smad2/3
の標的遺伝子中の認識配列 (CAGA ボックス) をホタルルシフェラーゼ遺伝子
の上流に組み込んだベクター (CAGA9-Luc) とウミシイタケルシフェラーゼベ
クター(pRL-TK)を、DISS mock 細胞と DISS shVASH2 細胞それぞれに共導入し
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た。24 時間後、 TGF-β1 で刺激し (10 ng/mL)、さらに 24 時間後細胞を回収しル
シフェラーゼアッセイに供した。その結果、DISS mock 細胞では TGF-β1 刺激に
よって Smad2/3 の転写活性が顕著に増加したが、shVASH2 細胞株ではそれが有
意に抑えられた (p < 0.05) (Figure 2b)。加えて、SKOV3 細胞を用いて VASH2 ノ
ックダウンを行った場合でも同様に Smad2/3 の転写活性が抑えられた (Figure 
2d)。さらに、 Smad2/3 の標的遺伝子でありそれらの活性の指標としてよく用い
られるプラスミノーゲン活性化抑制因子(plasminogen activator inhibitor-1：PAI-1) 
の qPCR を行った結果、TGF-β1 誘導による PAI-1 の mRNA 発現量の上昇も、
VASH2 のノックダウンによって抑制されていた(p < 0.05) (Figure 2c,e)。本章の結
果から、卵巣がん細胞内在性の VASH2 は ALK5 の発現に寄与しており、TGF-β
シグナルの活性化と下流の遺伝子発現に必要であることがわかった。 
 
3-3  VASH2のノックダウンが TGF-β誘導性 EMTに与える影響 
 
TGF-β1 によって誘導される EMT と VASH2 の関わりを検証するため、DISS 
mock 細胞と shVASH2 細胞を TGF-β1 (10 ng/mL) で刺激し、mRNA タンパク質
を回収した。mRNA を用いて cDNA 合成を行った後に、上皮マーカーである E-
cadherin, 間葉マーカーである fibronectin, vimentin, SM22α, EMT 導転写因子であ
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る ZEB2, Snail2 のプライマーを用いて mRNA の定量を行った。その結果、mock
細胞では、TGF-β1 により、E-cadherin の減少や, vimentin, fibronectin, SM22α の発
現の上昇が誘導されていたが、shVASH2 細胞ではそれらの効果が優位に抑制さ
れていた (p < 0.05) (Figure 3a) 。 
上記の mRNA と同時に回収したタンパク質を用い、E-cadherin, fibronectin, 
vimentin 抗体を用いたウエスタンブロットを行った。その結果、mRNA と同様に 
TGF-β 誘導による E-cadherin の喪失、fibronectin の発現上昇は、shVASH2 細胞
では抑制されていた (Figure 3c)。 
siRNA を用いたノックダウンでも TGF-β による EMT の誘導が抑えられるか
確かめるため、DISS 細胞に control siRNA と VASH2 siRNA をトランスフェク
ションし、24 時間後に TGF-β 刺激を行いさらに 24 時間後に mRNA、48 時間後
にタンパク質を回収した。その結果、E-cadherin の mRNA 量の低下は抑制され
なかったが、fibronectin, SM22 の上昇は有意に抑えられた (p < 0.05) (Figure 3b)。
また、ウエスタンブロットの結果でも同様に fibronectin の上昇が抑えられてい
た (Figure 3d)。 
DISS mock 細胞と shVASH2 細胞においては、TGF-β 未刺激の状態でも E-
cadherin の発現上昇や間葉マーカーの発現低下を引き起こしていたため、VASH2
のノックダウンにより ALK5 の発現が低下することで内在性の TGF-β によるシ
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グナルが不活性化しているのではないかと考えた。そこで、内在性の TGF-β シ
グナルの活性化が遺伝子発現に影響を与えているかを検討するため、DISS mock
細胞に ALK5 のキナーゼ阻害剤である SB431542 を加え、48 時間培養した後に
各遺伝子の mRNA 発現量を検討した。その結果, SB431542 によって E-cadherin
の上昇が見られ、いずれの間葉マーカーも低下していることがわかった (p < 
0.05) (Figure 4)。また、DISS shVASH2 細胞に ALK5 のレスキューを行うため、
ALK5 の恒常活性化型変異体アデノウイルスベクター21(AdALK5-TD)の感染に
より高発現させた。その結果、shVASH2 細胞において、AdALK5-TD を感染させ
た場合、コントロール(AdLacZ)を感染させた shVASH2 と比較して E-cadherin の
mRNA 発現量の低下、Fibronectin、SM22α の mRNA 発現量の上昇がみられた
(Figure 5a,b)。以上の実験から、VASH2 のノックダウンにより ALK5 が減少し
TGF-β シグナルが減弱したことで、E-cadherin の発現上昇や間葉マーカーの発現
低下が起こったと考えられる。 
加えて、TGF-β 誘導に伴って起こる細胞の形態変化を観察・比較した。DISS 
mock 細胞と shVASH2 細胞を TGF-β 刺激し, 24 時間後光学顕微鏡で細胞の形態
を観察した。その結果、mock 細胞では TGF-β 誘導によって細胞が著しく伸長し
ていたのに対し、shVASH2 細胞では細胞の伸長が抑制されていた（Figure 6a）。
さらに、細胞を固定し、SM22α 抗体と E-cadherin 抗体を用いて細胞蛍光免疫染
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色を行い、共焦点顕微鏡によって染色像を観察した結果、E-cadherin の減少や
SM22α の増加は, mock 細胞と比較し, shVASH2 細胞では抑えられていた。また, 
control si RNAと比較し、VASH2 siRNAをトランスフェクションしたDISSでは、
SM22α の上昇が抑えられていた (Figure 6b)。 
 
3-4細胞の遊走能・浸潤能の評価 
EMT によってがん細胞の遊走能は上昇し、転移しやすくなる。また、マトリ
ックスメタロプロテアーゼ（MMP）など、基底膜の主要成分であるコラーゲン
を分解する酵素が増加することで浸潤性が増す。VASH2 が細胞の運動性や浸潤
性を担っているかを検証するために、トランスウェル細胞遊走アッセイ、マトリ
ゲル細胞浸潤アッセイを行った。トランスウウェル細胞遊走アッセイを行う際
には, 0.5% FCS DMEM 中で DISS mock 細胞, shVASH2 細胞に TGF-β1 刺激 
(5ng/mL) を行った。24 時間後に細胞にトリプシン処理を行い、トランスウェル
チャンバーのインサート(8.0μm pore poly carbonate membrane) に細胞を加え (1
×104 cells/100μL), 1％ FCS 含有 DMEM を入れたウエルに設置し、 6 時間後メ
ンブレンの底部に移動した細胞を固定・DAPI 染色し、計測した細胞数で遊走能
を評価した。その結果、TGFβ-1 で処理していない場合、mock 細胞と比較し
shVASH2 細胞では遊走した細胞数が減少していた。さらに、TGF-β1 で処理した
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場合でも、 shVASH2 細胞では遊走能が有意に低下していた (Figure 7a)。細胞浸
潤アッセイでは、0.5% FCS DMEM 中で DISS mock 細胞、shVASH2 細胞に TGF-
β1 刺激 (5 ng/mL)を行い、48 時間後、トリプシン処理を行い、基底膜と同成分
のマトリゲルをコートしたインサートに細胞を加えた (1×104 cells/500μL)。こ
のインサートを 10% FCS 含有 DMEM が入ったウエルに設置し、24 時間後、メ
ンブレンの底部の細胞を固定・DAPI 染色し、計測した細胞数で浸潤能を評価し
た。その結果、TGF-β1 で処理していない場合でも、浸潤した細胞数は、shVASH2
細胞で有意に減少していた (p < 0.05)。また、TGF-β1 で処理した場合、mock 細
胞では浸潤した細胞が顕著に増加したが、shVASH2 細胞ではほとんど増加しな
かった (Figure 7b)。すなわち、VASH2 のノックダウンは TGF-β1 によって誘導
される浸潤性の上昇を顕著に抑制することがわかった。細胞の浸潤には、基底膜
の分解を要することから、基底膜成分である collagen IVの分解に寄与するMMP2
の mRNA 発現量を検討した結果、MMP2 の発現も TGF-β 誘導によって大幅に上
昇したが、 VASH2 のノックダウンにより上昇が顕著に抑制されていた (Figure 
7c)。 
本章の結果から、VASH2 は, TGF-β シグナルを介した EMT の進行に寄与し
ており、VASH2 の発現を抑制することによって EMT の進行やそれによってお
こる遊走能や浸潤能の上昇が抑えられることがわかった。 
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4 結論 
本研究では、VASH2 の EMT における役割を明らかにするため、EMT の代表的
な促進因子である TGF-β のシグナルとの関連性に着目し、検証を行った結果、 
以下の知見を得た。  
（i）TGF-βシグナル関連因子の発現について 
ヒト漿液性卵巣癌細胞株の DISS、SKOV3 において、VASH2 のノックダウン
を行い TGF-β シグナル関連タンパク質の発現の変化について検討した結果、
VASH2 のノックダウンは TGFβ I 型受容体である ALK5 の mRNA 量、タンパク
質量を減少させることがわかった。 
（ⅱ）VASH2 のノックダウンが TGF-βシグナルの活性に与える影響 
ALK5 の発現が低下していたことから、VASH2 の発現抑制は、TGFβ-Smad2/3
シグナルを抑制することが示唆された。TGF-β1 刺激時において、VASH2 のノッ
クダウンは Smad2/3 のリン酸化を抑制し、Smad2/3 の転写活性上昇を抑えること
がわかった。加えて, Smad2/3 の標的遺伝子である PAI-1 の発現量の変化につい
ても同様の結果となった。これらの結果から、卵巣がん細胞の VASH2 は TGF-β
シグナルの活性化に必要であることがわかった。 
（ⅲ）VASH2 のノックダウンが TGF-β誘導性 EMTに与える影響 
EMT に関連する遺伝子の mRNA について定量を行った結果、VASH2 のノッ
19 
 
クダウンにより、TGF-β1 によって引き起こされる上皮マーカーの減少や、間葉
マーカーの発現上昇が減弱していた。また, ウエスタンブロットや細胞免疫染色
によるタンパク質の定量でも同様のパターンを示した。さらに EMT 後に見られ
る細胞の形態変化も抑制されていたことから、VASH2 は TGF-β 誘導性 EMT に
おいて重要な役割を果たすことがわかった。 
（ⅳ）細胞の遊走能・浸潤能の評価 
VASH2 が細胞の運動性や浸潤性を担っているかを検証するために、細胞遊走
アッセイ、マトリゲル細胞浸潤アッセイを行った結果、運動能・浸潤能は VASH2
のノックダウンによって抑えられていた。特に、浸潤能に関しては、TGF-β によ
る誘導が VASH2 のノックダウンにより顕著に抑えられていた。また,  MMP2 の
発現量が TGF-β 誘導によって大幅に上昇したが, VASH2 のノックダウンにより
上昇が顕著に抑制されていた。よって VASH2 の抑制は TGF-β シグナルを減弱さ
せることによりがん細胞の浸潤能・転移能を低下させることがわかった。 
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5  考察 
VASH2 は種々のがん細胞で高発現しており、血管新生を刺激する 15。本研究
によってがん細胞で発現した VASH2 が自身に働きかけ、ALK5 の発現を制御す
ることで EMT に影響を与えていることがわかった。しかし、ALK5 の遺伝子発
現制御メカニズムに関する報告は非常に少ないという理由もあり、VASH2 によ
るALK5の発現調節の詳細を明らかにするまでは至らなかった。そのため、ALK5
の発現調節メカニズムについては、今後検討する必要がある。先行研究では、
TNF-α（Tumor necrosis factor-α）が ALK5 の発現を誘導することが明らかになっ
ている 22。しかし、本研究で用いた DISS 細胞では TNF-α の発現が非常に低かっ
たことから（データ未発表）、TNF-α シグナルが VASH2 による ALK5 の発現調
節に関わっているとは考えにくく、他の機構が関与していることが推察される。
さらに最近、Let7、miR15b、miR101 といった microRNA により ALK5 が転写後
調節される報告がなされてきた 23-26。VASH2 による ALK5 の発現調節がこれら
の microRNA を介しているのか検討するのも興味深いことである。 
TGF-β による刺激は canonical な Smad2/3 経路に加え、non-canonical な経路で
ある PI3K 経路、MAPK 経路、Rho 経路を活性化することが知られている。いず
れの経路もEMTの進行において重要な役割を果たしていることが報告されてい
る 16。これらの経路に着目し、多様な治療標的が提案されているが、ALK5 はそ
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の中でも中心的な役割を担っていることから、EMT の抑制を目的とした治療標
的としてより適していると考えられる。実際に、ALK5 の阻害は、TGF-β シグナ
ルの抑制を目的とした治療ターゲットとして扱われている。Galunisertib は
ALK5 のキナーゼ活性を阻害する低分子医薬品であり、Smad2 のリン酸化を介し
た下流のシグナル経路の活性化を抑制する。Galunisertib は、乳がん, 肺がん, 大
腸がん、肝がんの動物モデルにおいて抗がん作用を示すことが報告されている
27。一方 VASH2 も、所属する研究室においてがんの治療標的として提案されて
きた。マウスがん移植モデルで局所的に VASH2 siRNA を投与し、 VASH2 のノ
ックダウンを行うと、腫瘍の成長が抑制されることが報告されている 28。本研究
によって VASH2 をターゲットとした治療戦略は血管新生の抑制だけでなく
ALK5の発現を低下させることで TGF-βシグナルを介した EMTを抑制し悪性化
を防ぐことが示唆された。 
さらに当研究室での先行研究では、VASH2 とがん関連 microRNA の相関につ
いて調査してきた結果、VASH2 と miR-200b が負の相関を示すことを明らかに
した 20。 miR-200b は ZEB ファミリーの発現を抑制し、 EMT を抑制する因子
としてよく知られている 29。また、miR-200bは TGF-β 誘導により活性化した ZEB
ファミリーにより抑制されるというフィードバック調節を受けることも報告さ
れている 30。本研究の結果と合わせると、VASH2, miR200b, TGF-β シグナルの相
22 
 
互関係が存在していることが推察される。 
最後に、本研究では、VASH2 が TGF-β シグナルを介して起こる EMT の促進
に寄与していることが明らかになった。そのため、VASH2 を標的とした治療は、
癌のEMTを抑制し転移や浸潤を防ぐことで予後を改善することができる可能性
がある。 
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7  図表                                       
     Figure 1 
 
Figure 1: VASH2のノックダウンによる ALK5の発現量低下 
(a) DISS mock 細胞、shVASH2 細胞において、（左） 定量 RT-PCR により VASH2、ALK5、
TGFβRII の mRNA 発現量を定量した。(*P < 0.05). （右）ウエスタンブロットにより
ALK5 を定量した。 (b) DISS 細胞にコントロールまたは VASH2 siRNA をトランスフェ
クションし、24 時間後サンプルを回収した。（左）定量 RT-PCR により VASH2、ALK5、
TGFβRII の mRNA 発現量を定量した。(*P < 0.05)（右）ウエスタンブロットにより VASH2、
ALK5、TGFβRII を定量した。 (c) SKOV3 細胞にコントロールまたは VASH2 siRNA を
トランスフェクションし、4日後サンプルを回収した。（左）定量RT-PCRによりVASH2、
ALK5、TGFβRII の mRNA 発現量を定量した。(*P < 0.05)（右）ウエスタンブロットに
より VASH2、ALK5、TGFβRII を定量した。 定量 RT-PCR の結果は β-actin の発現量で
補正した。 
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                                                    Figure 2 
Figure 2: VASH2のノックダウンが TGF-βシグナリングに与える影響 
(a) DISS mock 細胞と shVASH2 細胞に TGF-β1 で刺激し、図中に示す時間毎にタンパク
質を回収して、ウエスタンブロッティングによりリン酸化 Smad2、リン酸化 Smad3 の
定量を行った。(b) DISS mock 細胞と shVASH2 細胞に (CAGA)9 - Luc ベクターをトラン
スフェクションし、24 時間後 TGF-β1 処理した。さらに 24 時間後、細胞を回収し、デ
ュアルルシフェラーゼアッセイに供した。(*P < 0.05). (c) DISS mock 細胞と shVASH2 細
胞に TGF-β1 誘導を行い 24 時間後、細胞を回収し定量 RT-PCR にて PAI-1 の mRNA 発
現量を定量した。(*P < 0.05) (d) SKOV3 細胞に Control または VASH2siRNA と(CAGA)9 
- Luc ベクターを共導入し、3 日後 TGF-β1 刺激を行った。さらに 24 時間後、細胞を回
収し、ルシフェラーゼアッセイに供した。(*P < 0.05) (e) SKOV3 細胞に Control または
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VASH2siRNA を導入し、3 日後 TGF-β1 刺激を行った。さらに 24 時間後、細胞を回収
し、定量 RT-PCR にて PAI-1 の mRNA 発現量を定量した。(*P < 0.05) 定量 RT-PCR の結
果は β-actin の発現量で補正した。 
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Figure 3 
 
. Figure 3: VASH2のノックダウンは TGF-β1誘導性 EMTを抑制する 
(a) DISS mock 細胞と shVASH2 細胞を TGF-β1 で刺激し、24 時間後細胞を回収して定量
RT-PCR により E-cadherin, fibronectin, vimentin, SM22α, ZEB2, Snail2 の発現量を定量し
た。値は β- actin で補正した。(*P < 0.05). (b) DISS 細胞にコントロール又は VASH2 siRNA
を導入し、24 時間後 TGFβ-1 で刺激し、さらに 24 時間後細胞を回収し、定量 RT-PCR に
より E-Cadherin、fibronectin、SM22α の mRNA 量を定量した。(*P < 0.05).  (c) DISS mock
細胞と shVASH2 細胞を TGF-β1 で刺激し、48 時間後細胞を回収してウエスタンブロッ
トにより E-cadherin, fibronectin, vimentin を定量した。(d) DISS 細胞にコントロール又は
VASH2 siRNA を導入し、24 時間後 TGFβ-1 で刺激しさらに 24 時間後細胞を回収してウ
エスタンブロットにより E-Cadherin、fibronectin、vimentin を定量した。 
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                                                                Figure 4 
 
 
Figure 4 : ALK5阻害剤添加時の遺伝子発現量の変化 
DISS 細胞 を ALK5 キナーゼ阻害剤 SB431542 (SB)で処理し、48 時間後細胞を回収し
て定量 RT-PCR により E-cadherin, fibronectin, SM22α, ZEB2, Snail2 の mRNA 発現量を定
量した。 値は全て β-actin の mRNA 量で補正した。(*P < 0.05) 
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                                                    Figure 5 
 
 
 
 
Figure 5 : ALK5のレスキューによる遺伝子発現量の変化 
a) DISS mock 細胞に AdLacZ を、shVASH2 細胞に AdLacZ または HA タグを付加した
AdALK5-TD を感染させ、48 時間後細胞を回収してウエスタンブロットに供し、HA タ
グ抗体、ALK5 抗体を用いて検出した。(b) 上記の (a)と同様にトランスフェクションを
行い、48 時間後定量 RT-PCR により E-cadherin, fibronectin, SM22α の mRNA 量を計測し
た。値は β- actin で補正した。(*P < 0.05) 
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                                                                     Figure 6 
 
 
Figure 6: TGF-β1誘導による形態とタンパク質発現の変化 
(a) DISS mock 細胞と shVASH2 細胞を TGF-β1 処理し 24 時間後光学顕微鏡で撮影を行
い、形態を観察した。Scale bars: 100 μm. (b) DISS mock 細胞と shVASH2 細胞を TGF-β1
処理し 72 時間後、E-cadherin (緑)抗体、SM22α (赤)抗体を用いて蛍光免疫染色を行い、
共焦点顕微鏡で観察、撮影した。核は DAPI (青)で染色した。Scale bar; 20 μm 
 
 
 
 
 
 
(b) 
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  Figure7 
 
Figure 7: VASH2の発現低下は TGF-β1誘導による細胞遊走能、浸潤能の上昇を抑制す
る 
(a) DISS mock 細胞と shVASH2 細胞を TGFβ-1 で刺激し、24 時間後細胞をトランスウェ
ル細胞遊走アッセイに供した。遊走した細胞は DAPI 染色しカウントした。実験は 2well
ずつ 3 回行った。(p < 0.05) (b) DISS mock 細胞と shVASH2 細胞を TGFβ-1 で刺激し、48
時間後細胞をマトリゲル細胞浸潤アッセイに供した。浸潤した細胞は DAPI 染色しカウ
ントした。実験は 2well ずつ 3 回行った。(p < 0.05) (c) DISS mock 細胞と shVASH2 細胞
を TGF-β1 で刺激し、24 時間後細胞を回収して定量 RT-PCR により MMP2 の発現量を
定量した。値は β- actin で補正した。(*P < 0.05) 
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Table : 定量 RT-PCR に使用したプライマー(すべて human) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Genes Forward（5´→3´） Reverse（5´→3´） 
VASH2 ACGTCTCAAAGATGCTGAGG TTCTCACTTGGGTCGGAGAG 
ALK5 CAGCTCTGGTTGGTGTCAGA ATGTGAAGATGGGCAAGACC 
TGFβRII ATGGAGTTCAGCGAGCAC CACAGGCAGCAGGTTAGG 
PAI-1 GAGAACCTGGGAATGACCGA ATGCGGGCTGAGACTATGAC 
E-cadherin TCAGCGTGTGTGACTGTGAA CTCTTCTCCGCCTCCTTCTT 
vimentin CAGCTAACCAACGACAAAGCC GATTGCAGGGTGTTTTCGGC 
fibronectin GACTTCCTATGTGGTCGGAG TGTCTTCAGCCACTGCATCC 
SM22α TCAGTTAGAGCGGAGAGGGC TTCGGGTAAGAAGTTGGGCTG 
Snail2 ACAGTCCAAGCTTTCAGACC ACATCAGAATGGGTCTGCAG 
MMP2 TCTCCTGACATTGACCTTGGC CAAGGTGCTGGCTGAGTAGATC 
β-actin ACAATGAGCTGCGTGTGGCT TCTCCTTAATGTCACGCACGA 
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